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緒言 
ポリアミンはウイルスからヒトまであらゆる生体中に存在する生理活性アミンであり、その生
理作用は多岐にわたるが、最も重要な作用は細胞増殖促進作用である。生体内に主に見出される
ポリアミンはプトレスシン（PUT）、スペルミジン（SPD）、スペルミン（SPM）であり、大腸
菌などの原核生物では PUT、SPD が、酵母、高等植物、哺乳類などの真核生物では SPD、SPM
が多く存在している（1-3）。細胞増殖にポリアミンが必要であることは、大腸菌（4-6）、酵母（7-9）、
チャイニーズハムスター卵母細胞で分離されたポリアミン生合成酵素の欠損株の細胞増殖が培
地中へのポリアミン添加に依存する事実など（10, 11）から確立されてきた。 
 ポリアミンと DNA、RNA、リン脂質、ATP といった細胞内酸性成分の濃度測定およびポリ
アミンとこれら細胞内酸性成分との結合定数を測定し、ポリアミンの細胞内分布をコンピュータ
ーによりシミュレーションした結果、そのほとんどが RNA と結合していることが予測された。
さらに、ポリアミンが無細胞系および細胞系で蛋白質合成を促進することや、リボソームのアセ
ンブリーを促進することなどから、ポリアミンによる細胞増殖促進作用は、主として蛋白質合成
の促進によるものと考えられる。 
 ポリアミンの生合成はオルニチンを出発物質とし、オルニチン脱炭酸酵素  (Ornithine 
decarboxylase; ODC)により PUT が合成される。ついで、S-アデノシルメチオニンから S-アデ
ノシルメチオニン脱炭酸酵素 (S-adenosylmethionine decaboxylase; SAMDC)により S-アデノ
シルメチルチオプロピルアミンが作られ、そのプロピルアミンが SPD 合成酵素および SPM 合
成酵素によって PUT、SPD へと転移され、SPD、SPM が合成される。この生合成過程におけ
る律速酵素は ODC と SAMDC であり、両酵素はホルモンなどの刺激に応答し、転写、翻訳、
蛋白質分解のレベルで厳密に調節されている。 
一方分解は、SPD、SPM が分解過程の律速酵素である SPD/SPM N1-アセチル基転移酵素の
働きにより N1-アセチル化体となり、次いでポリアミン酸化酵素により PUT、SPD へとそれぞ
れ変換される。また、SPM が SPM 酸化酵素により直接 SPD へと変換される経路も同定されて
いる（Fig.1）。 
本研究では大腸菌において SPD 輸送に関与している膜貫通蛋白質の PotB 及び PotC の構造
とその機能について研究を行い、SPD 輸送系の全体像を解明することを目的とした。また、動
物細胞においてポリアミン合成阻害剤によるポリアミン欠乏状態において細胞組織であるゴル
ジ体の変化を認めたので、ポリアミンのゴルジ体に対する影響について研究を行った。 
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Fig. 1. Biosynthesis and catabolism of polyamines 
ODC: ornithine decarboxylase, AdoMetDC: S-adenosylmethionine decarboxylase, SpdS: Spermidine 
synthase, SpmS: Spermine synthase, SSAT: spermidine/spermine N1-acetyl trasnsferase, PAO: polyamine 
oxidase, SMO: Spermine Oxidase 
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1. 大腸菌におけるスペルミジン輸送系の解明 
1-1 序論 
 細胞内のポリアミン量は、生合成、分解及び輸送によって調節されている（12,13）。輸送に関し
ては大腸菌の 3 つのポリアミン輸送系が報告されている（13-15）。それらは、ATP-binding cassette
（ABC）トランスポーターのファミリーに属するスペルミジン優先とプトレシン特異的取り込
みシステム（16）、およびプトレシン-オルニチンアンチポーター活性によるプトレシンの排泄に関
与するたん白質、PotE である。また、カダベリン-リジンアンチポーターである CadB の性質を
調べることによってPotE と CadB の両方が酸性 pH における細胞増殖に重要な役割を果たすこ
とを明らかになっている（Fig. 2）（17）。また、新しいプトレシン取り込み蛋白質 PuuP はプトレ
シンをエネルギー源として利用していることが報告されている（18）。二つの取り込みシステム（ス
ペルミジン優先取り込み系 PotABCD 及びプトレシン特異的取り込み系 PotFGHI）は、ペリプ
ラズム基質結合たん白質（PotD、PotF）、2 つの膜貫通たん白質（PotB、C または PotH、I）、
および膜結合型 ATPase（PotA、PotG）で構成されている（13）。２つの基質結合たん白質（PotD
及び PotF）の結晶構造が決定されている（19,20）。それぞれのたん白質は同様の構造を持ってお
り、β-α-β のトポロジーを持つ二つのドメインで構成されている（21,22）。ポリアミン結合部位は、
結晶構造解析及び部位特異的変異導入によって、2 つのドメインの間にあることが明らかになっ
ている（19、20、23）。また、スペルミジン優先取り込み系の膜結合 ATPase（PotA）において、NH2
末端に ATP 結合部位の存在していることも明らかになっている（24）。 
ヒスチジン取り込みシステム HisP（25）およびマルトースの取り込みシステム MalK（26）の膜
結合 ATPase の結晶構造が決定されている。 HisP の構造は MalK の NH2-末端ドメインのそれ
に非常に類似していた（25、26）が、HisP（258 アミノ酸残基）は MalK（372 アミノ酸残基）よ
りも小さく、MalK は COOH の末端内に追加のドメインを持っていた。その MalK の COOH
末端は mal オペロンの負の調節にとって重要であることが報告されている（27）。さらに、それは
MalK の COOH 末端側の変異体（E306K）が ATPase 活性に影響を与えており、この部位が
ATPase 活性に需要な役割を示すことが明らかになっている（28）。PotA（378 アミノ酸残基）も
MalK と同様に COOH-末端側に追加のドメインを持つことが考えれらた。NH2-末端ドメイン
（アミノ酸残基 1‐250）が ATP の認識ともう一方の PotA 及び PotB、PotC との相互作用に関
与していたことが明らかになっている。PotA の COOH 末端側ドメイン（アミノ酸残機 251‐
378）は ATPase 活性の調節と ATPase 活性のスペルミジンの阻害に関与する部位を含んでいた
（15）。本研究では、ランダム部位変異導入法と部位特異的変異導入法を用いて PotB と PotC の
スペルミジン輸送に関与するアミノ酸を同定し、その機能について研究を行なった。 
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Fig. 2 Structure of polyamine transport system 
SPD: spermidine, PUT: putrescine, Orn: ornithine, Cad: cadaverine, Lys: Lysine, ATP: adenosine 
triphosphate, ADP: adenosine diphosphate   
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1-2 実験材料と方法 
1-2-1 菌株 
E. coli MA261 (speB, speC,serA, thr, leu, thi) 
Dr. W. K. Maas (New York University School of Medicine)より頂いたポリアミン要求株(29) 。 
 
E. coli MA261potB::Km 
W3110 recD::Tn10 potB::Km を用いて MA261 の P1 transduction を行い、potB 遺伝子を破
壊した。この菌株では、PotB のほか、PotA、PotC 及び PotD の発現量にも影響を及ぼした(30)。 
  
DR112 (speA speB thi) 
  Dr. D. R. Morris (University of Washington)より頂いたポリアミン要求株。培地中に 1 
mg/mL になるようにアルギニンを添加することによって DR112 におけるオルニチンの欠乏状
態が得られた(31)。 
 
JM105atp- 
JM105 の  P1 transduction により以前に本研究室で作成された Proton-translocating 
ATPase 欠損株。18 種のアミノ酸による 1％ Glucose による培地にて培養した(15)。 
 
BL21 (DE3)    
Protease OmpT 及び Lon 欠損株。小椋光先生 （熊本大学発生医学研究センター胚形成部門・
細胞複製分野）より頂いた(32)。 
       
AR3291 
      W3110 sfhC21 zad220::Tn10 ftsH3::kan 
小椋光先生 （熊本大学発生医学研究センター胚形成部門・細胞複製分野）より頂いた。AR3289
にftsH 変異を導入したもの。増殖が遅く、小さいコロニーを形成する(33)。 
 
1-2-2 プラスミド 
pMW119 
 ニッポン・ジーン社から購入した Low Copy Number のプラスミド(34)。 
 
pMWpotABCD 
 BamHI及びHindIIIで切断したpMW119 (ニッポンジーン)をKlenow fragment処理した後、
ライゲーションを行い、 pMW119 から BamHI-HindIII 領域を削除した（ pMW119 
(BamHI-HindIII cut) (4.2 kb)。このプラスミドは BamHI 及び HindIII よる認識部位を消失し
- 9 - 
 
た。potABCD 遺伝子を含んだプラスミドである pPT104 (Kashiwagi et al., 1990)の KpnI-Cfr9I
断片 (5.5-kb)を、pMW119 (BamHI-HindIII cut)の同制限酵素による認識部位に挿入し、
pMWpotABCD (BamHI-HindIII cut) (9.7-kb)を作製した。さらに、KpnI 及び Bpu1102I で切
断した pMWpotABCD (BamHI-HindIII cut)を T4 DNA polymerase 処理した後、ライゲーショ
ンを行い、本研究で用いた pMWpotABCD (8.5-kb)を構築した(35)。 
 
1-2-3 培地 
すべての培地は高圧蒸気滅菌を行った後、使用した。寒天培地は、液体培地 1 L あたり 15 g
の寒天末を加えて作製した。 
 
栄養培地 
L-Broth (LB) 
 Trypton <DIFCO>  10 g 
 Yeast Extract <DIFCO>  5 g 
 NaCl 5 g /L 
 
SOC medium 
 Trypton <DIFCO>  20 g 
 Yeast Extract <DIFCO>  5 g 
 5 M NaCl (final 10 mM)   2 ml 
 KCl (final 2.5 mM) 0.19 g 
 高温蒸気滅菌後、以下の試薬を添加した。 
 1 M MgSO4  (final 10 mM) 10 ml 
 1 M MgCl2  (final 10 mM) 10 ml 
 50% Glucose (final 0.36%) 7.2 ml /L 
 
 合成培地 
Minimum Medium Ornithine (MMO) 
最小培地であり、MA261potB::Km の培養に用いた。 
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 K2HPO4（無水）  7 g 
 KH2PO4（無水）  3 g 
 Sodium Citrate・2H2O 0.5 g 
 (NH4)2SO4  1 g 
 MgSO4・7H2O  0.1 g 
 Thiamine (VB1)  2 mg 
 Leu、Thr、Met、Ser、Gly、Orn 各 0.1 g 
 Biotin  10 mg /L 
使用時に final 0.4%の glucose を添加した。 
 
1-2-4 抗血清 
抗 PotA 血清及び抗 PotD 血清 
ウサギ抗 PotA 血清及び PotD 血清は Fukuchi らが調整したものを使用した(36)。 
抗 PotB 血清及び抗 PotC 血清 
PotB 及び PotC の C 末端側の 15 アミノ酸残基、PotB は LVYWRASRLLNKKVE、PotC は
LIARDKTKGNTGDVK （それぞれ 259-273、250-264 番目のアミノ酸残基に相当する）の
multiple antigen peptide (MAP)を抗原とし、ウサギ抗 PotB 血清及びウサギ抗 PotC 血清を得
た （ユニーテック株式会社）。 
 
 
1-2-5 試薬 
 一般試薬 
試薬類は実験方法の各項に記載した。特に表示のない限り特級を用いた。 
 
遺伝子操作用試薬 
制限酵素及び修飾酵素は東洋紡績、宝酒造、New England Biolabs、ニッポンジーンの製品を
用いた。反応 Buffer は添付のものを使用した。 
 
抗生物質 
 薬剤耐性をもつ大腸菌を培養する際には、その耐性に応じて培地中に 100 μg/mL ampicillin 
(SIGMA)、50 μg/mL kanamycin (SIGMA)を添加した。 
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1-2-6 DNA の電気泳動及び抽出 
DNA の電気泳動はサブマリン型泳動槽（BIO CRAFT）を用い、0.7%あるいは 1.2% Agarose 
S（和光純薬工業）- TBE ゲルで行った。0.5 mg/L ethidium bromide-TBE 溶液に泳動後のゲル
を 30 分間浸した後、UV 照射により検出した。 
DNA を抽出する場合は 0.8% Agarose L（融点 65oC、和光純薬工業）- TBE ゲルを用いた。
目的の DNA を含む画分を切り出し、等量以上の TE（pH 8.0）を加えた後、70oC、15 分間で
溶解させた。TE（pH 8.0）飽和 Phenol 処理、Phe/Chlo/iAA 処理、Chlo/iAA 処理をしたのち、
エタノール沈殿により抽出した。 
TBE (x1)  
 Tris                                 10.8 g 
 Boric acid                            5.5 g 
 0.5 M EDTA・Na (pH 8.0) (final 2 mM)   4.0 ml /L 
TE (pH 8.0)  
 1 M Tris・HCl (pH 8.0) (final 10 mM)     1 ml 
 0.5 M EDTA・Na (pH 8.0) (final 0.5 mM) 0.1 ml /L 
Phe/Chlo/iAA 
 Phenol:Chloroform:isoamyl alchol = 25:24:1 
Chlo/iAA 
 Chloroform:isoamyl alchol = 24:1 
 
1-2-7 形質転換 
プラスミド DNA による大腸菌の形質転換には、主に塩化カルシウム法を用いた。ライゲーシ
ョン後のプラスミド DNA を用いる場合は、形質転換効率がより良い電気穿孔法を用いた(37)。 
 
塩化カルシウム法 
大腸菌を対数増殖期まで培養して集菌し、10 mM CaCl2溶液で洗浄した後、75 mM CaCl2溶
液に縣濁してコンピテントセルとした。これに適当量のプラスミド DNA を加え、42℃で 3 分間
の熱ショックを与えたのち、直ちに氷上に戻した。SOC medium を加えた菌液を、コンピテン
トセルが薬剤耐性をもつ抗生物質を添加した LB 寒天培地に塗布し、37℃で一晩インキュベート
し、コロニーを得た。 
 
電気穿孔法 
大腸菌を対数増殖期まで培養して集菌し、滅菌水、10% glycerol で洗浄した後、10% glycerol
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に縣濁してコンピテントセルとした。これに適当量のプラスミド DNA を加え、大腸菌用キュベ
ット（Bio-Rad）を用いて Gene Pulser (Bio-Rad)で直流パルス（25 μF、200 Ω、1.5 kV）を
与えたのち、直ちに SOC 培地を加えた。37℃で 1.5～2 時間インキュベートしたのち、コンピ
テントセルが薬剤耐性をもつ抗生物質を添加した LB 寒天培地に塗布し、37℃で一晩インキュベ
ートし、コロニーを得た。 
 
1-2-8 potA 遺伝子のランダム変異導入 
ランダム変異導入は Leng らの方法(38)を参考にし、polymerase chain reaction (PCR)を利用
した方法を用いた。一連の実験で用いたプライマーを Table 1 に示した。変異 potA 遺伝子を含
む DNA 断片を作製するために、鋳型は pMWpotAB を、5'-プライマーは C-2 を、3'-プライマー
は 104-05 を用いて PCR を行った。PCR プログラムの最初のサイクルでは、3 種の dNTP は
200 μM、残りの 1 種は 0.5 μM になるように加えた。最初のサイクルが終了した時点で、0.5 μM
の dNTP を他の 3 種と同様に 200 μM にして、さらに 24 サイクルの反応を行った。最初のサイ
クルにおける低濃度の dNTP には、4 種の dNTP すなわち、dATP、dTTP、dGTP 及び dCTP
それぞれを用いた反応を実施した。PCR 産物を EcoRI で切断し、PotA 蛋白質の 24 から 343
番目のアミノ酸残基を含む断片を分離し、pMWpotAB の同制限酵素の認識部位に挿入した。変
異部位は、CEQ8000 Genetic Analysis System (BECKMAN COULTER)により、potA 遺伝子
の全塩基配列を決定した。 
 
1-2-9 potB、potC 遺伝子のランダム変異導入 
potB 遺伝子及び potC 遺伝子のランダム変異導入は 1-2-8 と同様の手法で行った。ただし、最
初のサイクルで低濃度とする dNTP は、他の 3 種の 1/100 にした。また、pMWpotABCD を鋳
型とした。変異 potB 遺伝子を含む DNA 断片の作製は、5'-プライマーに 104-09、3'-プライマ
ーに potC A74C-R を用いた。PCR 産物を XbaI 及び SalI で切断し、PotA 蛋白質の 264 番目か
ら PotC 蛋白質の 5 番目のアミノ酸残基を含む断片を分離し、pMWpotABCD の XbaI-SalI 断片
(7.3-kb)とライゲーションした。変異 potC 遺伝子を含む DNA 断片の作製は、5'-プライマーに
PotB C201S-F、3'-プライマーに PotD D168N を用いた。PCR 産物を SalI 及び BamHI で切断
し、PotC 蛋白質の 6 番目から PotD 蛋白質の 145 番目のアミノ酸残基を含む断片を分離し、
pMWpotABCD の同制限酵素の認識部位に挿入した。変異部位は、CEQ8000 DNA Analysis 
System により、PCR 産物の制限酵素断片に含まれる領域の全塩基配列を決定した。 
 
1-2-10 部位特異的変異導入法 
potB 遺伝子及び potC 遺伝子の部位特異的変異導入は、2 回の PCR により行った。1 回目の
PCR では、鋳型は pMWpotABCD を用い、potB 遺伝子の部位特異的変異導入には 5'-プライマ
ーに PotA-C を、3'-プライマーに PotB-R を、potC 遺伝子の部位特異的変異導入には 5'-プライ
マーに PotB-F を、3'-プライマーに PotC-R を用いた(共通プライマー)。さらに、目的の変異体
- 13 - 
 
が得られるように鋳型と異なる塩基に置換した部位を含む 5'-プライマー及び 3'-プライマー (変
異用プライマー)を用いた。2 回目の PCR は、1 回目の PCR 産物を、Ultrafree-MC Centrifugal 
Filter Devices (30,000 NMWL Filter Unit) (MILLIPORE)を用いてプライマーを除去したもの
を鋳型とし、共通 5'-プライマー及び 3'-プライマーを用いて行った。得られた変異遺伝子を含む
DNA 断片は、ランダム変異導入の場合と同様に、変異体の種類に応じた制限酵素部位により、
pMWpotABCD に組み込んだ。CEQ8000 DNA Analysis System により、変異を確認した。 
 
1-2-11 塩基配列決定法 
Dideoxy chain termination 法(39)により塩基配列を決定した。作製した各プラスミドについて
適切なプライマーを用い、DTCS Quick Stat Master Mix (BECKMAN COULTER)を加えて
DNA 断片を作製し、CEQ8000 DNA Analysis System により解析した。 
 
1-2-12 スペルミジン取り込み活性の測定 
pMWpotABCDで形質転換したE. coli MA261potB::Km をLB培地で前々培養した後、MMO
培地で前培養した。その菌液を用いて、0.5 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)
存在下、MMO 培地で OD540≒0.14 から培養を始め、OD540≒0.5 になるまで培養した。集菌
後、1 mL の buffer A により 2 回洗浄した後、OD540≒0.5 あたり 0.5 mL の buffer I に縣濁し
た (蛋白質濃度は約 1.5 mg/mL)。 
10 μL の細胞縣濁液を 0.4% Glucose を含んだ 460 μL の BufferⅠに加え、30°C で 5 分間プレイ
ンキュベーションした後、20 μL の 250 μM [14C]-SPD (10 mCi/mmol, GE Health care) (final 
10 μM SPD) を加えて反応を開始させた。30°C で 0、3、6、あるいは 9 分間インキュベーショ
ンした後、3 mL の Buffer I と共に cellulose acetate membrane filter (pore size 0.45 μm, 
ADVANTEC)上で吸引濾過し、Intact cells を回収した。filter は 3 mL の Buffer I による洗浄を
2 回行った。filter の放射活性は液体シンチレーションカウンタ （ーアロカ）を用いて測定した。
蛋白質定量は、trichloroacetic acid 沈殿で得られた沈殿物について、Lowry らの方法(40) によ
り行った。標準蛋白質はウシ血清アルブミンを用いた。 
 
Buffer I 
 K2HPO4 (無水)   7 g 
 KH2PO4 (無水)   3 g 
 Sodium Citrate・2H2O   0.5 g 
 (NH4)2SO4      1 g 
 MgSO4・7H2O    0.1 g /L 
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Toluene-Triton  
 PPO   2.67 g 
 POPOP   0.067 g 
 Triton X-100  0.33 L 
 Toluene    0.67 L /L 
 
1-2-13 膜小胞の調製 
Kaback の方法(41) を基に調製した。pMWpotABCD で形質転換した E. coli MA261potB::Km 
を LB 培地で前培養した後、0.5 mM IPTG 存在下、LB 培地で OD540≒0.1 から培養を始め、
OD540≒0.5 になるまで培養した。集菌して 50 mL の 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)で洗浄した後、
20% sucrose を含んだ 100 mL の 30 mM Tris-HCl (pH 8.0)に縣濁した。2 mL の 0.5 M EDTA・
2K (pH 7.0)及び 50 μL の 100 mg/mL lysozyme を加えて室温で 30 分間静かに振盪した後、
16,000 x g で 20 分間遠心した。沈殿に得られた spheroplast を、1μL の 10 mg/ml DNase I 及
び 1 μL の 10 mg/ml RNase A 存在下、20% sucrose 及び 2 mM MgSO4 を含んだ 2.0 mL の 0.1 
M potassium phosphate buffer を用いてホモジナイズした。700 mL の 50 mM potassium 
phosphate buffer (pH 6.6)に滴下した後、37℃で 15 分間インキュベートし､14 mL の 0.5 M 
EDTA 2K (pH 7.0)を加えて 37℃で 15 分間インキュベートし、10.5 mL の 1 M MgSO4を加え
て 37℃で 15 分間インキュベートした後､16,000 x g で 50 分間遠心した。沈殿に得られた
membrane (crude)を 10 mM Na EDTA を含んだ 7 mL の 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 
6.6)を用いてホモジナイズした後､800 x g で 30 分間遠心した。上澄みを分取し、45,000 x g で
15 分間遠心した。沈殿に得られた membrane を 200 μL の 0.1 M phosphate buffer (pH 6.6)に
ホモジナイザーを用いて縣濁し、使用時まで-80℃で保存した。 
 
1-2-14 SDS-PAGE 及び Western Blotting 
SDS-PAGE は Laemmli の方法(42)を用いた。試料に SDS sample buffer の 5 倍溶液の原液ま
たは希釈液を加え、1 倍溶液に調製した後、30 分以上室温放置した。12%の polyacrylamide gel
を用い、ゲル 1 枚あたり 20 mA の定電流で、bromo phenol blue がゲルの下端に移動するまで
泳動した。泳動後、ゲルは coomassie blue 染色液で染色し、脱色した後に乾燥させた。ゲル板、
泳動装置及びゲル乾燥装置は ATTO の製品を用いた。 
SDS-sample Buffer (x5)  
 125 mM Tris-HCl (pH 6.8) 
 25% glycerol 
 5% sodium lauryl sulfate (SDS) 
 5% deoxycholic acid sodium salt (Doc･Na) 
 0.25% bromo phenol blue (BPB) 
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12% polyacrylamide gel (ミニスラブゲル 1 枚分)  
stacking gel 30% acrylamide-0.8% methylenebisacrylamide 1.0 mL 
  0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)    1.0 mL 
  10% SDS     50 μL 
  10% Doc･Na     50 μL 
  10% ammonium peroxodisulfate (APS)  50 μL 
  H2O      2.85 mL 
  N, N, N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) 5.0 μL 
 
separating gel 30% Acrylamide-0.8% methylenebisacrylamide 4.0 mL 
  1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)    2.5 mL 
  10% SDS     0.1 mL 
  10% Doc･Na     0.1 mL 
  10% APS     0.1 mL  
  H2O      3.2 mL 
  TEMED      6 μL 
 
SDS-PAGE を行った後、polyacrylamide gel 上の試料を 4℃でおよそ 16 時間、30 V の定電
圧により Immobilon-P Transfer membrane (MILLIPORE)に、ブロッティングした。TBS-T 中
で 5 分間洗浄した後、5% skim milk/TBS-T 中で 1 時間振盪した。TBS-T で 3 回洗浄した後、1
次抗体中で 30 分間振盪した。TBS-T で 3 回洗浄した後、2 次抗体 (ECL anti-rabbit IgG, 
horseradish peroxidase linked whole antibody (from donkey) 10000倍希釈液)中で 45分間振
盪した。TBS-T で 3 回、H2O で 2 回洗浄した後、ECL Western blotting detection reagents (GE 
Health care)と反応させ、LAS-1000 plus luminescent image analyzer (Fuji Film)により検出
した。membrane を再度検出する場合は、stripping buffer 中で 50℃、30 分間振盪した後、TBS-T
で 3 回洗浄し、以後は同様に操作した。 
Blotting Buffer  
10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
75 mM NaCl 
20 mM Methanol 
0.02% SDS 
TBS-T 
 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
 150 mM NaCl 
 0.05% Tween 20 
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１次抗体 
 ウサギ抗 PotA 血清 400 倍希釈液 (Furuchi et al., 1991) 
 ウサギ抗 PotB 血清 1000 倍希釈液 (ユニーテック、this study) 
 ウサギ抗 PotC 血清 1000 倍希釈液 (ユニーテック、this study) 
 ウサギ抗 PotD 血清 400 倍希釈液 (Igarashi et al., 1975) 
stripping buffer 
 100 mM 2-mercaptoethanol 
 2% SDS 
 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.7) 
 
1-2-15 反転膜小胞の調製 
Houng らの方法(43)を基に調製した。JM105unc- にプラスミドを導入したものを LB 培地 2 
mL で前培養した後、同培地 100 mL で、OD540≒0.1 から OD540≒0.5 になるまで、37℃で培
養した。集菌し、20 mL の 0.1 M K-Phosphate(pH 6.6)+10 mM EDTA・2K (pH 7.0)で 2 回洗
い、同溶液 3 mL で縣濁した。細胞縣濁液を French Press (10,000 psi ; American Inst. Co. Inc) 
にかけ、反転膜小胞を調製した。遠心分離で未破砕細胞などを除いた上清を 170,000 x g で、1
時間超遠心し、沈殿を 5 mL ガラスホモジナイザーを用いて、3 mL Buffer A  ( 10 mM Tris-HCl 
(pH 8.0)、0.14 M KCl、2 mM β-mercaptoethanol、10% glycerol) で洗浄した。縣濁液を再び
超遠心し、沈殿に得られた membrane をテフロン-ガラスホモジナイザーを用いて、200 μL 
Buffer A に縣濁し、使用時まで-80oC に保存した。 
 
1-2-16 ATPase 活性測定法 
Lill.R. らの方法 (44) を参考にした。 
[γ-32P]ATP から遊離した[32P]o-リン酸はモリブデンリン酸と錯体を作り、酢酸イソプロピル
で抽出される。酢酸イソプロピル層の放射活性を測定することで ATPase 活性を決定した。反応
系 90 μL (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、50 μg/μL BSA、50 mM KCl、10 mM MgCl2、2 mM 
[γ-32P]ATP (10-50 cpm/pmol)に、50 mM Tris-HCl (pH 8.0)で 1μg/μL に希釈した反転膜小胞を
20 μL 加えて反応を開始させ、直ちに 30℃でインキュベートした。4 分間反応させた後に 0.63 
mL の 1 N PCA・1 mM NaH2PO4 を加えて反応を停止させ、さらに 1.4 mL の 20 mM モリブ
デン酸アンモニウム、1.6 mL の酢酸イソプロピルの順番に加えた。各溶液を加えた後は vortex 
mixer で反応液を充分に攪拌し、遠心分離に反応液を酢酸イソプロピル層と水層に分離させた。
上層（酢酸イソプロピル層）1.6 mL のうち、0.8 mL を分取し、3 mL の Toluene-Triton シンチ
レーターによく混ぜ、液体シンチレーションカウンターで放射活性を測定した。 
 
1-2-17 膜小胞での PotD 結合測定 
以下のものを含む反応液 (95 µl)をあらかじめ 30℃で５分間プレインキュベートする。： 
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buffer 1 (50 mM potassium phosphate buffer, pH 6.6, 50 mM Hepes-KOH, pH 7.6, 10 mM 
MgSO4, 20 mM ascorbic acid, and 10 µM phenazine methosulfate), E. coli 
DR112/pACYCpotABC から調整した膜小胞（たん白質量として 50 µg）及び 1 µg の PotD。こ
の反応液に 5 µl の 200 µM SPD を添加することによって反応を開始させ、30 ºC で５分間イン
キュベートする。反応液は 10 µM SPD と 20% sucrose を含んだ buffer 1 の上層に置き 12,000 
x g で 15 分間遠心分離する。膜中に含まれる PotD を前述の SDS-PAGE 後の Western blotting 
によってその量を測定した。 
 
1-2-18 In vitro での PotB、C 及び D のたん白質合成 
DNA を鋳型としたたん白質合成は Higashi らの方法(45)に従い E. coli T7 S30 Extract 
System for Circular DNA (Promega) に若干の変更を加えて行なった。反応液 0.02 ml には以
下のものを含んでいる：0.8 µg の pT7-BCD 若しくは pT7-BC (35)、240 kBq の [35S]methionine 
(27 TBq/mmol)、それぞれ 0.1 mM の 19 アミノ酸（methionine をのぞく）、6 µl の T7 S30 抽
出液及び 8 µl の添付の反応用液. 37 °C で 60 分間インキュベートし、5 µl の 20 mM 
methionine と 1 ml の氷冷した 5% trichloroacetic acid を反応液に添加し遠心分離する。上清
を除去したのちに沈殿を 25 µl の SDS-PAGE 用 sample buffer で溶解し 2 分間沸騰させた。20 
µl の上清を 15% SDS-PAGE にかけ、Laskey and Mills の方法(46)に従い、フルオログラフィを
行なった。たん白質の放射能活性は BAS-2000II imaging analyzer (Fuji Film) を用いて測定
した。. 
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Table 1: Description of each primers for this study 
Name Sequence Name Sequence 
For Amprify 
C-2  5’- AATTGAATAAACAACCGAGTTCGCTTTC - 3’ potA-C 5’-TGAAATCTACGAAGAGCCGAAAAA - 3’ 
104-05 5’-TTTTGGTCGAGAGAGTGGTCA - 3’ potB-F 5’-GGCCATTAATTGGGTAGAAAGCTG - 3’ 
104-09 5’-GAGCAAGACGGCACGCCGCG - 3’  potB-R 5’-CAGGCTATACCATTTGGTGGTAAA - 3’ 
PKK223-R 5’-AATCTGTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCA - 3’ potC-R 5’-CCATCTGGAACACTTCACGGGCAT - 3’ 
For site-directed mutagenesis 
PotC A74C-R 5’-CCGATAAGCGTACAAAACGTCGCCGAAAAC - 3’ PotB C201S-F 5’-TATTGCCGGATCCCTGCTGGTGATGCTGCC - 3’ 
PotB L91P-F 5’-AAGGTGCGTCCGCTGCCGCTGTTTCTGCTG - 3’ PotB L91P-R 5’-AACAATCAGCAGAAACAGCGGCAGCGGACG - 3’ 
PotB L110P-F 5’-ATCTACGGGCCGAAAATTTTCCTCAGCACC - 3’ PotB L110P-R 5’-GAAAATTTTCGGCCCGTAGATACGAATTAA - 3’ 
PotB L127P-F 5’-TTTTTGCTCTGGCCGGGCGTTATCGACACA - 3’ PotB L127P-R 5’-GATAACGCCCGGCCAGAGCAAAAACTCGTT - 3’ 
PotB S162G-F 5’-CCGCTGTACTCCGGTATCGAAAAACTGGAT - 3’ PotB S162G-R 5’-TTCGATACCGGAGTACAGCGGCATCACCAT - 3’ 
PotC I172V-F 5’-GAATTTACCGTTCTGCGAAAAATCATTCTG - 3’ PotC I172V-R 5’-GATTTTTCGCAGAACGGTAAATTCGCTGGC - 3’ 
PotC D198G-F 5’-ACCCTGTCGATGGGCGATGTGGTAGTTTCT - 3’ PotC D198G-R 5’-CACATCGCCCATCGACAGGGTAAAGCTTAA - 3’ 
PotC Y211C-F 5’-GGACCAAGTTGTGAAATTCTGCCGTTAAAA - 3’ PotC Y211C-R 5’-CAGAATTTCACAACTTGGTCCGGTGACGAA - 3’ 
PotB-W8D-F 5’-ATTGTCGGTGATCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8D-R 5’-CAACACAAGATAACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8E-F 5’-ATTGTCGGTGAACTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8E-R 5’-CAACACAAGTTCACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8F-F 5’-ATTGTCGGTTTCCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3 ’ PotB-W8F-R 5’-CAACACAAGGAAACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8G-F 5’-ATTGTCGGTGGCCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8G-R 5’-CAACACAAGGCCACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8K-F 5’-ATTGTCGGTAAACTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8K-R 5’-CAACACAAGTTTACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8L-F 5’-ATTGTCGGTCTGCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8L-R 5’-CAACACAAGCAGACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8N-F 5’-ATTGTCGGTAACCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8N-R 5’-CAACACAAGGTTACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8P-F 5’-ATTGTCGGTCCGCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8P-R 5’-CAACACAAGCGGACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8Q-F 5’-ATTGTCGGTCAGCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8Q-R 5’-CAACACAAGCTGACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-W8Y-F 5’-ATTGTCGGTTATCTTGTGTTGTTTGTCTTT - 3’ PotB-W8Y-R 5’-CAACACAAGATAACCGACAATAGTGACAAT - 3’ 
PotB-D29N-F 5’-TTGACCCGCAACGACGCCAGTTTTGTCAAA - 3’ PotB-D29N-R 5’-ACTGGCGTCGTTGCGGGTCAAAAAGCTGGT - 3’ 
PotB-D30N-F 5’-ACCCGCGACAACGCCAGTTTTGTCAAAATG - 3’ PotB-D30N-R 5’-AAAACTGGCGTTGTCGCGGGTCAAAAAGCT - 3’ 
PotB-D41N-F 5’-TTTACGCTGAATAACTACACGCGTCTGCTC - 3’ PotB-D41N-R 5’-CGTGTAGTTATTCAGCGTAAAGACCATTTT - 3’ 
PotB-Y43L-F 5’-CTGGATAACCTGACGCGTCTGCTCGATCCG - 3’ PotB-Y43L-R 5’-CAGACGCGTCAGGTTATCCAGCGTAAAGAC - 3’ 
PotB-D48N-F 5’-CGTCTGCTCAATCCGCTCTATTTTGAAGTG - 3’ PotB-D48N-R 5’-ATAGAGCGGATTGAGCAGACGCGTGTAGTT - 3’ 
PotB-Y51L-F 5’-GATCCGCTCCTGTTTGAAGTGCTATTGCAC - 3’ PotB-Y51L-R 5’-CACTTCAAACAGGAGCGGATCGAGCAGACG - 3’ 
PotB-E53Q-F 5’-CTCTATTTTCAAGTGCTATTGCACTCGCTG - 3’ PotB-E53Q-R 5’-CAATAGCACTTGAAAATAGAGCGGATCGAG - 3’ 
PotB-Y74L-F 5’-GTGCTGGGCCTGCCGTTTGCCTGGTTTCTG - 3’ PotB-Y74L-R 5’-GGCAAACGGCAGGCCCAGCACCAGGCAGGC - 3’ 
PotB-W78L-F 5’-CCGTTTGCCCTGTTTCTGGCGAAGTTGCCA - 3’ PotB-W78L-R 5’-CGCCAGAAACAGGGCAAACGGGTAGCCCAG - 3’ 
PotB-W100L-F 5’-GTTCCGTTCCTGACCAACTCATTAATTCGT - 3’ PotB-W100L-R 5’-TGAGTTGGTCAGGAACGGAACAATCAGCAG - 3’ 
PotB-Y108L-F 5’-ATTCGTATCCTGGGGCTGAAAATTTTCCTC - 3’ PotB-Y108L-R 5’-TTTCAGCCCCAGGATACGAATTAATGAGTT - 3’ 
PotB-Y119L-F 5’-ACCAAAGGCCTGCTCAACGAGTTTTTGCTC - 3’ PotB-Y119L-R 5’-CTCGTTGAGCAGGCCTTTGGTGCTGAGGAA - 3’ 
PotB-E122Q-F 5’-TATCTCAACCAGTTTTTGCTCTGGCTGGGC - 3’ PotB-E122Q-R 5’-GAGCAAAAACTGGTTGAGATAGCCTTTGGT - 3’ 
PotB-W126L-F 5’-TTTTTGCTCCTGCTGGGCGTTATCGACACA - 3’ PotB-W126L-R 5’-AACGCCCAGCAGGAGCAAAAACTCGTTGAG - 3’ 
PotB-D131N-F 5’-GGCGTTATCAACACACCAATCCGTATCATG - 3’ PotB-D131N-R 5’-GATTGGTGTGTTGATAACGCCCAGCCAGAG - 3’ 
PotB-Y149L-F 5’-GGTCTGGTTCTGATTCTGCTGCCGTTTATG - 3’ PotB-Y149L-R 5’-CAGCAGAATCAGAACCAGACCGATAATCAC - 3’ 
PotB-Y160L-F 5’-ATGCCGCTGCTGTCCAGTATCGAAAAACTG - 3’ PotB-Y160L-R 5’-GATACTGGACAGCAGCGGCATCACCATAAA - 3’ 
PotB-E164Q-F 5’-TCCAGTATCCAAAAACTGGATAAGCCGTTG - 3’ PotB-E164Q-R 5’-ATCCAGTTTTTGGATACTGGAGTACAGCGG - 3’ 
PotB-D167N-F 5’-GAAAAACTGAATAAGCCGTTGCTTGAGGCG - 3’ PotB-D167N-R 5’-CAACGGCTTATTCAGTTTTTCGATACTGGA - 3’ 
PotB-E172Q-F 5’-CCGTTGCTTCAGGCGGCGCGCGATCTCGGT - 3’ PotB-E172Q-R 5’-GCGCGCCGCCTGAAGCAACGGCTTATCCAG - 3’ 
PotB-D176N-F 5’-GCGGCGCGCAATCTCGGTGCCAGCAAGTTA - 3’ PotB-D176N-R 5’-GGCACCGAGATTGCGCGCCGCCTCAAGCAA - 3’ 
PotB-Y213L-F 5’-GGCCTGTTCCTGGTATCCGACCTGATGGGC - 3’ PotB-Y213L-R 5’-GTCGGATACCAGGAACAGGCCCATCGCTGG - 3’ 
PotB-D216N-F 5’-TATGTATCCAACCTGATGGGCGGTGCGAAA - 3’ PotB-D216N-R 5’-GCCCATCAGGTTGGATACATAGAACAGGCC - 3’ 
PotB-D239N-F 5’-AATATTCGTAACTGGCCGTTTGGTGCAGCT - 3’ PotB-D239N-R 5’-AAACGGCCAGTTACGAATATTAAGGAACTG - 3’ 
PotB-W240L-F 5’-ATTCGTGACCTGCCGTTTGGTGCAGCTACC - 3’ PotB-W240L-R 5’-ACCAAACGGCAGGTCACGAATATTAAGGAA - 3’ 
PotB-Y261L-F 5’-TTGCTGGTTCTGTGGCGCGCTTCTCGTTTG - 3’ PotB-Y261L-R 5’-AGCGCGCCACAGAACCAGCAACATCAGGCC - 3’ 
PotB-W262L-F 5’-CTGGTTTACCTGCGCGCTTCTCGTTTGCTG - 3’ PotB-W262L-R 5’-AGAAGCGCGCAGGTAAACCAGCAACATCAG - 3’ 
PotB-E273Q-F 5’-AAGAAGGTGCAACTCGAATGATCGGTCGAC - 3’  PotB-E273Q-R 5’-TCATTCGAGTTGCACCTTCTTATTCAGCAA - 3’ 
PotB-E275Q-F 5’-GTGGAACTCCAATGATCGGTCGACTGCTTC - 3’ PotB-E275Q-R 5’-GACCGATCATTGGAGTTCCACCTTCTTATT - 3’ 
PotC-Y15L-F 5’-ACCGCTATCCTGGCGTACCTGTATATCCCA - 3’ PotC-Y15L-R 5’-CAGGTACGCCAGGATAGCGGTCATAAAACC - 3’ 
PotC-Y17L-F 5’-ATCTACGCGCTGCTGTATATCCCAATCATT - 3’ PotC-Y17L-R 5’-GATATACAGCAGCGCGTAGATAGCGGTCAT - 3’ 
PotC-Y19L-F 5’-GCGTACCTGCTGATCCCAATCATTATTTTG - 3’ PotC-Y19L-R 5’-GATTGGGATCAGCAGGTACGCGTAGATAGC - 3’ 
PotC-W39L-F 5’-GGCATCAACCTGCAGGGCTTTACCACCAAA - 3’ PotC-W39L-R 5’-AAAGCCCTGCAGGTTGATGCCAAAGCGCGA - 3’ 
PotC-W46L-F 5’-ACCACCAAACTGTATAGCCTGCTGATGAAC - 3’ PotC-W46L-R 5’ -CAGGCTATACAGTTTGGTGGTAAAGCCCTG - 3’- 
PotC-Y47L-F 5’-ACCAAATGGCTGAGCCTGCTGATGAACAAC - 3’ PotC-Y47L-R 5’-CAGCAGGCTCAGCCATTTGGTGGTAAAGCC - 3’ 
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PotC-Y86L-F 5’-GTTGCGCTGCTGCGTTATCGCTTTCGTGGT - 3’ PotC-Y86L-R 5’-GCGATAACGCAGCAGCGCAACTGCCGTCAG - 3’ 
PotC-Y88L-F 5’-CTGTACCGTCTGCGCTTTCGTGGTAAGCCG - 3’ PotC-Y88L-R 5’-ACGAAAGCGCAGACGGTACAGCGCAACTGC - 3’ 
PotC-D108N-F 5’-ATGTCACCAAATATCGTGATGGCGATTTCG - 3’ PotC-D108N-R 5’-CATCACGATATTTGGTGACATCATCACCAC - 3’ 
PotC-W129L-F 5’-CTTGGCTTCCTGTCGCTGCTGTTCTCGCAT - 3’ PotC-W129L-R 5’-CAGCAGCGACAGGAAGCCAAGCTGAATACC - 3’ 
PotC-Y148L-F 5’-GTGACGGTGCTGTCGCGCCTGAAAGGTTTT - 3’ PotC-Y148L-R 5’-CAGGCGCGACAGCACCGTCACCACCACAAA - 3’ 
PotC-D155N-F 5’-AAAGGTTTTAACGTGCGAATGCTGGAAGCG - 3’ PotC-D155N-R 5’-CATTCGCACGTTAAAACCTTTCAGGCGCGA - 3’ 
PotC-E160Q-F 5’-CGAATGCTGCAAGCGGCGAAAGATCTCGGT - 3’ PotC-E160Q-R 5’-TTTCGCCGCTTGCAGCATTCGCACGACAAA - 3’ 
PotC-D164N-F 5’-GCGGCGAAAAATCTCGGTGCCAGCGAATTT - 3’ PotC-D164N-R 5’-GGCACCGAGATTTTTCGCCGCTTCCAGCAT - 3’ 
PotC-E169Q-F 5’-GGTGCCAGCCAATTTACCATTCTGCGAAAA - 3’ PotC-E169Q-R 5’-AATGGTAAATTGGCTGGCACCGAGATCTTT - 3’ 
PotC-W189L-F 5’-GCGGCGGGCCTGGTGTTAAGCTTTACCCTG - 3’ PotC-W189L-R 5’-GCTTAACACCAGGCCCGCCGCCACCGCTGG - 3’ 
PotC-D198N-F 5’-CTGTCGATGAACGATGTGGTAGTTTCTTCG - 3’ PotC-D198N-R 5’-TACCACATCGTTCATCGACAGGGTAAAGCT - 3’ 
PotC-Y211L-F 5’-GGACCAAGTCTGGAAATTCTGCCGTTAAAA - 3’ PotC-Y211L-R 5’-CAGAATTTCCAGACTTGGTCCGGTGACGAA - 3’ 
PotC-Y219L-F 5’-TTAAAAATTCTGTCGATGGTCAAAGTCGGC - 3’ PotC-Y219L-R 5’-GACCATCGACAGAATTTTTAACGGCAGAAT - 3’ 
PotC-D254N-F 5’-ATTGCTCGTAATAAAACGAAAGGTAACACA - 3’ PotC-D254N-R 5’-TTTCGTTTTATTACGAGCAATAAGCTGGCT - 3’ 
PotC-D262N-F 5’-AACACAGGGAACGTTAAATGAAAAAATGGT - 3’ PotC-D262N-R 5’-TCATTTAACGTTCCCAGAGAAACCTTTCGT - 3’ 
PotA-K378T-F 5’-GAAGAACACACGTAAGTTCCAGAATGTAGT - 3’ PotA-K378T-R 5’-TGGAACTTACGTGTGTTCTTCATCAGCCAG - 3’ 
PotD-V38E-F 5’-ACCGAGTACGAGCCGCCAGGACTGCTTGAA - 3’ PotD-V38E-R 5’-TCCTGGCGGCTCGTACTCGGTCCAGTTGTA - 3’ 
PotD-F46E-F 5’-CTGCTTGAACAGGAAACCAAAGAAACCGGT - 3’ PotD-F46E-R 5’-GGTTTCTTTGGTTTCCTGTTCAAGCAGTCC - 3’ 
PotD-F46L-F 5’-CTTGAACAGCTGACCAAAGAAACCGGTATT - 3’ PotD-F46L-F 5’-CTTGAACAGCTGACCAAAGAAACCGGTATT - 3’ 
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1-3 結果 
1-3-1 PotB 及び PotC のスペルミジン取り込みに関与するアミノ酸の同定 
1-3-1-1 ランダム変異導入により得られた変異体のスペルミジン取り込み活性 
PotB 及び PotC のランダム変異導入により、スペルミジン取り込み活性が低下した変異体を
12 種得た。そのうち 5 種は、2 つあるいは 3 つのアミノ酸残基が変異していたため、各アミノ
酸残基の活性への関与を調べるために､部位特異的変異導入により、シングルアミノ酸変異体を
作製した。作製した変異体を以下に示した。 
 
ランダム変異導入   部位特異的変異導入 
PotA D349N/PotB S162G   PotA D349N、PotB S162G 
PotA K378T/PotB L127P   PotA K378T、PotB L127P   
PotB L91P/PotB L110P   PotB L91P、PotB L110P  
PotC I172V/PotC D198G/Pot CY211C PotC I172V、PotC D198G、PotC Y211C 
PotD V38E/PotD F46E   PotD V38E、PotD F46E 
 
スペルミジン取り込み活性を測定した結果をFig. 3 に示した。PotAのD349N、PotBのL110P
及び PotC の D198G の変異体では活性が野生型の 30%以下に低下した。一方、PotA の K378T、
PotB の L91P、L127P、S162G 及び PotC の I172V の変異体では活性に大きな変化はなかった。
以上の解析により PotB の Leu110、PotC の Ser196及び Asp198がスペルミジン輸送活性に関与す
ることが明らかになった。 
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Fig 3. Identification of amino acid residues in PotB and PotC involved in spermidine uptake 
by random mutagenesis.   
Schema of genes (potB and potC) used for random mutagenesis and spermidine uptake 
activity of the mutants are shown as relative activity (%) of control (WT).  L110P in PotB 
shows that Leu110 was mutated to Pro.  Control spermidine uptake by E. coli MA261 
potB::km/pMWpotABCD was 4.14 nmol/min/mg protein.  Values are means ± standard 
errors of triplicate determinations. 
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1-3-1-2 部位特異的変異導入により得られた変異体のスペルミジン取り込み活性 
スペルミジン結合サイトである PotD では酸性アミノ酸と芳香族アミノ酸がスペルミジンの
認識に関与していることが明らかにされている(11,12,15)。PotB では９個のアスパラギン酸、６個
のグルタミン酸、６個のトリプトファン、９個のチロシンが、PotC では 8 個のアスパラギン酸、
４個のグルタミン酸、４個のトリプトファン、９個のチロシンが存在している。これらのアミノ
酸をそれぞれアスパラギン、グルタミンに、トリプトファンとチロシンはロイシンに置換するよ
う部位特異的変異導入を行なった。Fig.4 に得られた変異体のスペルミジン取り込み活性を示し
た。PotB では Trp8、Tyr43及び Trp100が、PotC では Trp46、Asp108、Glu169、Asp198及び Asp199 
がスペルミジン取り込みに強く関与していることが明らかになった。また、PotB の Tyr261 の変
異体ではスペルミジン取り込み活性が 2.4 倍に上昇していた。 
以上の結果を Fig. 5 にまとめた。これらのスペルミジン取り込み活性に関与しているアミノ
酸は PotB の Trp100を除いて、全て膜中にではなく、細胞質側かペリプラズム側に偏在している
ことが明らかになった。 
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Fig. 4  Identification of amino acid residues in PotB and PotC involved in spermidine 
uptake by site-directed mutagenesis.   
Asp and Glu in PotB and PotC were mutated to Asn and Gln, respectively, and Trp and Tyr 
were mutated to Leu.  Spermidine uptake activity of the mutants are shown as relative 
activity (%) of control (WT).  Values are means ± standard errors of triplicate 
determinations. 
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Fig 5. Amino acid residues of PotB and PotC involved in spermidine uptake.   
A model of the secondary structure of proteins was constructed according to the average 
hydropathy profiles obtained with a Hydrophilicity/Hydrophobicity Plot (GENETYX-MAC 
Version10).  Putative transmembrane segments are shown in large boxes.  Amino acid 
residues involved in spermidine uptake are shown as the residues with circles and the EAA 
motif of PotB and PotC is shown by a rectangle.  Mutated amino acids with no effect are 
shown in small boxes. 
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1-3-2 PotB 及び PotC のスペルミジン取り込みに関与するアミノ酸の機能 
1-3-2-1 膜画分における PotA、B、C 及び D の発現量 
 スペルミジン輸送活性に関与する 11 種の変異体 (PotB の W8L、Y43L、W100L、L110P、
Y261L 及び PotC の W46L、D108N、E169Q、S196P、D198N、D199N)について膜小胞を調
製し、SDS-PAGE 及び Western blotting により膜画分における PotA、PotB、PotC 及び PotD
の発現量を調べた。Western blottnig の結果を Fig. 6 に示した。 
PotA、PotB、PotC 及び PotD はほとんどの変異体で野生型と同程度に発現していたが、PotB
の W8L 変異体では PotB 及び PotC の発現量が著しく低下した。 
この Trp8 のアミノ酸をロイシン以外に様々なアミノ酸に変異させてみたところ、いずれにお
いても PotB 及び PotC の発現量は低下していた(Fig. 7A)。また、PotB、C のたん白質が Trp8
の変異によって、分解が促進しているかどうかを検討するためにプロテアーゼ OmpT、Lon 及
び膜プロテアーゼ FtsH の欠損株において同様に PotB、C の発現量を見たところ、いずれの欠
損株においても Trp８の変異によって PotB、C の低下がみられた(Fig. 7B)。さらに PotB、C の
生合成レベルでの変化を見るために PotB、C、D の DNA を鋳型とし in vitro のタンパク合成を
を行い、その発現量について検討した。PotB、C、D いずれにおいても Trp８の変異による生合
成の影響は見られなかった(Fig. 7C)。 
以上のことから Trp８は PotB、C の膜への挿入に関与していることが示唆された。  
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Fig. 6. Western blot analysis of PotA, B, C and D proteins.   
Western blotting was performed using right-side-out membrane vesicles (10 µg protein for 
PotA and PotD, and 30 µg protein for PotB and PotC) prepared from E. coli MA261 
potB::Km/pMWpotABCD or pMW mutated-potABCD.  WT, Right-side-out membrane 
containing normal PotA, B, C, and D proteins.  Results were reproducible in duplicate 
determinations. 
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Fig. 7. Levels of PotA, B, C and D proteins in right-side-out membrane vesicles prepared 
from E. coli cells containing control PotB or Trp8 mutated PotB (A, B) and synthesis of 
control PotB and Trp8 mutated PotB (C).   
Western blot analysis was performed as described in the legend of Fig. 4 using right-side-out 
membrane vesicles prepared from E. coli MA261 potB::Km (A) or protease-deficient cells (B) 
containing pMWpotABCD or pMW mutated-potABCD.  Synthesis of PotB (or Trp8 mutated 
PotB), PotC and PotD (or NH2-terminal PotD) in a cell-free system was performed (C).  WT 
means normal PotB.  Results were reproducible in duplicate determinations.  Relative 
amount shown in (A) is the average of duplicate determinations. 
A 
B C 
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1-3-2-2 基質親和性について：Km 値及び Vmax 値の測定 
 Trp8 以外の変異体についてスペルミジン取り込み活性の Km 値及び Vmax 値を測定した
(Table 2)。PotB の L110P、Y261L、PotC の D108N、D198N、D199N では Km 値が上昇して
いることから、これらのアミノ酸がスペルミジンの認識に関与していることが示唆された。また、
PotC の W46L、E169Q、S196P では Km 値が変化していないにもかかわらず Vmax 値が低下
していた。このことからこれらのアミノ酸は PotD 若しくは PotA の認識に関与していることが
示唆された。 
 
Table 2 
Km and Vmax values of spermidine uptake activity of PotABCD or PotABCD containing 
mutated PotB or PotC 
 
Spermidine uptake activity was measured by changing the concentration of spermidine.  
The Km and Vmax values were determined according to the double-reciprocal equation plot.  
Values are means ± standard errors of triplicate determinations. 
 
    Km   Vmax   
  µM   nmol/min/mg protein  
          
 WT 0.134  ± 0.02   8.61  ± 0.08   
 PotB-Y43L 0.351  ± 0.01   2.16  ± 0.09   
 PotB-W100L 0.150  ± 0.01   1.55  ± 0.03   
 PotB-L110P >320  N.D.  
 PotB-Y261L 0.520  ± 0.04   15.6  ± 0.38   
 PotC-W46L 0.102  ± 0.01   0.74  ± 0.10   
 PotC-D108N >320  N.D.  
 PotC-E169Q 0.120  ± 0.02   0.91  ± 0.01   
 PotC-S196P 0.126  ± 0.01   0.89  ± 0.12   
 PotC-D198N >320  N.D.  
  PotC-D199N >320  N.D.   
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1-3-2-3 PotB 及び PotC の変異体を含む PotABC の ATPase 活性 
 これらの変異体の PotA との相互作用を検討するために変異体の反転膜小胞を作製し、PotA
の ATPase活性を測定した(Fig. 8)。PotB の W100L、PotC の D108N、E169Q、D198N でATPase
活性の低下が見られることから、これらのアミノ酸が PotA との相互作用に関与することが示唆
された。また、PotB の Y261L では ATPase 活性が 2.4 倍に上昇していることから、この変異体
のスペルミジン取り込み活性の上昇は ATPase 活性の上昇によるものと考えられた。 
 
 
 
Fig. 8 ATPase activity of PotABC complex containing mutated PotB or PotC.   
ATPase activity was measured using inside-out membrane vesicles containing normal 
PotABC complex or mutated PotABC complex. ATPase activity of the mutants are shown as 
relative activity (%) of control (WT).  Values are means ± standard errors of triplicate 
determinations.  Control ATPase activity was 60.5 nmol/min/mg protein. 
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1-3-2-4  PotB 及び PotC の変異体を含む PotABC のスペルミジン取り込みにおける PotD の影響 
 膜小胞を用いてPotB、C の変異体を含むPotABC のスペルミジン取り込み活性についてPotD
の濃度を変化させた場合の活性を測定した(Fig. 9)。その結果、PotB の Y43L、W100L、PotC
の W46L、S196P では PotD の添加によってスペルミジン取り込み活性が回復する傾向が見ら
れた。このことからこれらのアミノ酸が PotD の結合に関与していることが示唆された。 
 
 
 
Fig. 9 Effect of PotD on spermidine uptake activity of PotABC complex containing mutated 
PotB or PotC.   
Spermidine uptake activity of normal or mutated PotABC complex was measured using 
right-side-out membrane vesicles prepared from DR112/pACYCpotABC and various 
concentrations of PotD as shown in the figure.  PotABC complex used was as follows: PotB; 
, control (WT), , Y43L, , W100L and , L110P.  PotC; , control (WT), , W46L, , 
D108N, , E169Q, , S196P, , D198N and , D199N.  Values are means ± standard 
errors of triplicate determinations. 
 
 
- 31 - 
 
 
1-3-2-5  PotB 及び PotC の変異体を含む PotABC の PotD の結合 
 膜小胞を用いてPotB、Cの変異体を含むPotABCのPotDの結合について検討した(Fig. 10)。
通常の PotABC ではスペルミジンと ATP の添加によって PotD の結合が増強されていた(Fig. 
10A)。このことから PotABC と PotD の結合には ATP が関与していることが示唆された。 
PotB の L110P、PotC の D198N では PotD の結合が増強されていることから、これらのアミ
ノ酸が PotD の結合に関与していることが示唆された。また、PotC の D108N ではスペルミジ
ンと ATP の添加によって PotD の結合が減少していた。このことからこのアミノ酸については
PotD と ATP およびスペルミジンの結合に関与していることが示唆された(Fig. 10B)。 
 
 
 
Fig. 10  Binding of PotD to PotABC complex containing mutated PotB or PotC.  Binding of 
PotD to PotABC complex was measured by Western blotting.  ATP was depleted by 
removing 20 mM ascorbic acid and 1 µM phenazine methosulfate for the reaction mixture 
and 20% sucrose solution.  Results were reproducible in duplicate determinations.  
Relative amount shown is the average of duplicate determinations. 
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1-3-3  PotABCD によるスペルミジン取り込みのモデル 
 以上のスペルミジン取り込み活性に関与するアミノ酸のそれぞれの機能について Fig. 11 にま
とめた。また、マルトース輸送システムのモデルに準じて考案した PotABCD のスペルミジン輸
送システムのモデルを示した。PotB の Tyr43 及び Leu110、PotC の Trp46、 Ser196、Asp198 及
び Asp199 はペリプラズム側に存在し、PotD との結合やスペルミジンの認識に関与してスペル
ミジンを PotD から細胞質側に輸送しているものと考えられる。また、PotB 及び PotC の膜へ
の挿入や PotA の ATPase に関与する PotB の Trp8 及び Tyr261、PotC の Asp108 及び Glu169 は
細胞質側に偏在していた。PotD の結合とスペルミジンの認識のほかに PotA の ATPase 活性に
も関与しているアミノ酸はペリプラズマ側(PotC Asp198) 及び細胞質側(PotC Asp108)の両方に
存在していた。このことは PotD からのスペルミジンの細胞質への輸送と PotA の ATPase は密
接に関連していることが示唆された。 
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Fig. 11 Model of spermidine uptake by the PotABCD complex.  Functions of amino acid residues 
in potB and PotC are shown in (A).  (B) Model of spermidine uptake was constructed according to the 
model of maltose uptake system .  PotB Trp8 is essential for insertion of PotB and PotC into the 
membrane.  PotD binds to PotABC complex through its interaction with PotB Tyr43, Trp100 and Leu110, 
and PotC Trp46 Asp108, Ser196 and Asp198.  Influx of spermidine into the cytoplasm from PotD-spermidine 
complex occurred by structural change of PotB and PotC by PotA ATPase and spermidine recognition by 
PotB Leu110 and Tyr261, and PotC Asp108, Asp198 and Asp199.  Amino acid residues involved in ATPase 
activity (PotB Trp100 and Tyr261; PotC Asp108, Glu169 and Asp198) are also shown. 
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1-4 考察 
ABC トランスポーターに関しては、マルトース（47）やモリブデン（48）トランスポーターの結
晶構造解析によってそのたん白質の構造が明らかにされている。これら二つのトランスポーター
は構造が似ており、ATPase 活性によって構造変化が引き起こされ、それらの基質の流入が起こ
っていると考えられている（47〜49）。 
PotABCD で構成されるスペルミジン取り込み系は ABC トランスポーターの一つである。 
PotD がペリプラズム側にあり、基質（スペルミジン）結合たん白質であること、PotA が膜結
合型 ATPase であることは明らかにされている（15、19、23）。今回は膜たん白質 PotB と PotC の構
造と機能について PotB と PotC たん白質の変異体を用いて検討した。 
PotB のアミノ基末端に位置する Trp8が PotB と PotC の膜への挿入のために不可欠であるこ
とがわかった。 このトリプトファン残基は他のアミノ酸に置き換えることはできなかった。 
PotC の挿入も PotB Trp8変異によって阻害されており、PotB と PotC の間の連携が膜への挿入
に重要であることが示唆された。トリプトファン残基は、COS-7 細胞においてプロテオリピド
たん白質 1（PLP1）の小胞体から細胞膜への輸送に重要な機能を持つことが報告されている（50）。
これらの結果は、膜たん白質上の Trp が膜たん白質の正しい配置のために重要な役割を果たし
ていることを示している。 
PotABCD によるスペルミジンの取り込みは、マルトース輸送システムによるマルトースの取
り込み（16、47、49）に似ているかもしれない。マルトーストランスポーター膜たん白質である MalF
と MalG の細胞質ループ内に存在するEAA のループがATPase サブユニットである MalK との
相互作用に重要であることが報告されている（51,52）。PotB と PotC の細胞質ループにも EAA の
配列が存在している（Fig. 5）。 PotB の Glu172と PotC の Glu160のを Gln に変異したときに、
スペルミジン輸送活性は約 50％減少した。このように、PotB と PotC の EAA の配列は PotA
との相互作用のために重要である。これは、PotA の二量体がを別の角度で PotB と PotC と相
互作用すると考えられる（Fig. 11）。従って、PotC の EAA の配列の隣にある Glu169の存在は、
PotC と PotA の相互作用のために重要であると考えられる。また、ペリプラズム側に存在する
PotB の Tyr43と Leu110、PotC の Trp46と Ser196がスペルミジン結合たん白質、PotD との相互
作用にとって重要であることがわかった。また、PotD の Val38 と Phe46 がスペルミジン取り込
みに関与していることがわかった（Fig. 3）。 PotD のアミノ酸残基 46 から 54 の配列
（FTKETGIKV）（ 19 ）はマルトース結合たん白質のアミノ酸残基 53 から 61 の配列
（FEKDTGIKV）と酷似している。このことから PotD の α1 と βB の間のループが PotB と PotC
との相互作用に重要であることを示唆している。 
スペルミジン取り込みの Km 値への影響によってスペルミジンの認識に関与するアミノ酸残
基を同定した。これらのアミノ酸はペリプラズム側（PotBのLeu110、PotCのAsp198及びAsp199）、
細胞質側（PotB の Tyr261、PotC の Asp108）のどちらにも存在していた。ペリプラズム側のア
ミノ酸残基は PotD からのスペルミジンの放出に関与し、細胞質側のアミノ酸残基はスペルミジ
ンを ADP と一緒に細胞質へリリースすることに関与しているかもしれない（Fig. 11）。 PotB
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の Tyr261を Leu に変異させると、スペルミジン取り込み活性及び PotA の ATPase 活性が 2.4
倍増加し、およびスペルミジンの Km 値は 3.9 倍に増加した。これらのデータは、PotB の Tyr261
が PotA の ATPase によって細胞質へのスペルミジンの放出に関与していることが示唆された。 
ATPase活性に影響を与えるアミノ酸残基はペリプラズム側（PotCのAsp198）、細胞質側（PotB
の Tyr261及び Asp108、PotC の Glu169）の両方に存在していた。マルトース取り込み系で報告さ
れている機序（47、49、53、54）と同様の機序とすれば、膜貫通型たん白質（PotB 及び PotC）は PotA
に ATP が結合された結果、構造が変化するものと考えられる（Fig. 11）。 PotC の Asp108と
Asp198は PotD のスペルミジンの認識だけでなく PotA の ATPase 活性に関与しており、スペル
ミジンの取り込みと ATPase が連携していることを強く示唆している。またこの２つのアミノ酸
残基がこれらすべての 3 つの機能に関与していることから、PotABCD によるスペルミジン取り
込みのための重要なアミノ酸残基であることを示している。 
マルトース輸送システム（47）におけるマルトース結合部位とは異なり、PotB と PotC の膜貫
通セグメントにスペルミジンの認識部位は見いだせなかった。このことから ATP の存在下では
PotD-スペルミジン複合体に結合するために PotB と PotC ペリプラズム側が開いており、ATP
の加水分解と共にスペルミジンのリリースのために PotB と PotC の細胞質側が開くものと考え
られる。 
PotAのNH2-基末端ドメイン（アミノ酸残基 1から250）がATPase活性の中心であり、COOH-
末端ドメインは（残基 251 から 378）ATPase 活性のための調節部位であることが報告されてい
る（15）。PotA の COOH-末端ドメインにおける二つのアミノ酸残基 Asp349と Asp374がスペルミ
ジン取り込み活性に関与しており、これらのアミノ酸が ATPase 活性の調節に関与していること
が明らかになった。 
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2. ゴルジ体に対するポリアミンの役割 
2-1 序論 
 動物細胞におけるポリアミンの生理的機能を研究するために、ポリアミンの生合成阻害剤を用
いることによってポリアミン欠乏状態を作成し実験に供することが通常行われている。ポリアミ
ン生合成の律速酵素はオルニチン脱炭酸酵素（ODC）と S-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素
（SAMDC）であり、それぞれの特異的な阻害剤である α-difluoromethylornithine (DFMO)と
ethylglyoxal bis (guanylhydrazone) (EGBG) の併用によりポリアミン欠乏状態を作製しポリ
アミンの生理機能の研究が報告されている（55，56）。これらの阻害剤を用いてポリアミンが RNA
に作用することによってある特定のたん白質を制御している可能性が報告されている（57）。ポリ
アミンの作用は核酸に結合して起こるだけではなくリン脂質に結合することも知られている（58）。
そこで、マイトージェンとして ConcanavalineA（Con A）で刺激した細胞培養系のリンパ球に
これらの阻害剤を用いてポリアミン欠乏状態にし、膜の構造の変化について注目したところ、ゴ
ルジ体の膨潤化が観察された。そこでこのゴルジ体の変化とポリアミンの役割について研究を行
なった。 
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2-2 実験材料と方法 
2-2-1 牛リンパ球の調製と培養 
牛リンパ球の調整と培養は Seyfried らの方法(59)にもとづいて実施した。屠殺直後の牛より採
取した咽頭部リンパ節から不要な脂肪皮膜などを取り除いた後、内部の細胞組織をメスで培養液
（50 units/mL streptomycin100 units/mL、 penicillin G、10% heat inactivatied newborn calf 
serum を含む RPMI1640 培地）中に切り出した。これを眼科用ハサミで細かく切り刻み、20、
50、80 メッシュを順次とおすことにより、大きな細胞塊を取り除いた。ろ過した細胞懸濁液を
300 x g、10 分間の遠心で細胞を集め、培養液で洗浄した。この操作を繰り返した後、血球計算
版で細胞数を測定して最終的に細胞密度が 5 x 106 cells/mL になるように培養液で希釈した。リ
ンパ球の培養は、37℃、5% CO2、湿度 90%以上の条件で実施した。Concanavalin A（以下 Con 
A と略）は 5 µg/mL となるように加え、リンパ球を活性化した。 
ポリアミン合成阻害剤 DFMO [α-difluoromethylornithine](Merrell Dow Pharmaceutical 
Inc.)及び EGBG [ethylglyoxal bis(guanylhydrazone)](日本有機化学工業株式会社) はそれぞ
れ最終濃度として 5mM 及び 100μM になるように培地中に添加した。Con A 刺激後 36 時間後
に細胞を集めてサンプルを調製した。また、Con A 刺激後 18 時間後にスペルミジンを添加し同
様にサンプルを調製した。 
 
2-2-2 DNA 合成量の測定 
細胞内に取り込まれた[3H]thymidine の放射活性をもって DNA 合成量とした。リンパ球 1.5 x 
10 7 cells（3 mL の細胞培養液）を Con A で刺激した後、指定の時間に 15 μL の 10 μM 
[3H]thymidine（7.81Ci/mL）を培養液に加え、2 時間インキュベートした。細胞を遠心により
集め、3 mL の 5% TCA に懸濁して細胞を破壊・洗浄した後、1,000 x g、10 分の間の遠心を行
った。沈殿に0.3 N KOHを加え37℃で1時間インキュベートすることによりRNAを分解した。
分解後、0.5 mLの1.3N PCAを加えて1時間氷中で保存してDNAを沈殿させた。沈殿に5% TCA 
を1mL加えて90℃で30分間インキュベートすることによりDNAを分解した。分解されたDNA
遠心により上清に回収されるので、この 0.2 mL を Triton-toluene 系シンチレーターを用いてカ
ウントした。また、残りの上清 0.5 mL を Burton 法（60）による DNA 定量に用いた。DNA 合成
量は 5 μg あたりの cpm で表した。 
 
2-2-3 RNA 合成量の測定 
 細胞内に取り込まれる[3H]uridineの放射活性をもってRNA合成量とした。リンパ球1.5 x 107 
cells（3 mL の細胞培養液）を Con A で刺激した後、指定の時間に 15 μL の 10 μM [3H]uridine
（7.81Ci/mL）を培養液に加え、2 時間インキュベートした。細胞を遠心により集め、3 mL の
5% TCA に懸濁して細胞を破壊・洗浄した後、1,000 x g、10 分の間の遠心を行った。沈殿に 0.3 
N KOH を加え 37℃で 1 時間インキュベートすることにより RNA を分解した。分解後、0.5 mL
の 1.3N PCA を加えて 1 時間氷中で保存して DNA を沈殿させた。RNA は上清に回収されるの
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で、この 0.5 mL を Triton-toluene 系シンチレーターを用いてカウントした。また、沈殿させた
DNA を 2-2-2 と同様の操作で DNA を分解し、上清 0.5 mL を Burton 法（60）による DNA 定量
に用いた。DNA 合成量は 5 μg あたりの cpm で表した。 
 
2-2-4 タンパク合成量の測定 
 細胞内に取り込まれた[3H]L-leucine の放射活性を 0.5 mL もって蛋白合成量とした。リンパ
球 1.5 x 10 7 cells（3 mL の細胞培養液）を ConA で活性化した後、指定の時間に 15 µL の 3 µ Ci 
の [3H]L- leucine を培養液に加え、2 時間インキュベートした。細胞を遠心により集め、3 mL
の 5% TCA に懸濁して細胞を破壊・洗浄した後、1,000 x g、10 分間の遠心を行った。沈殿を
1.0 mLの 0.3 N KOHに溶解し、その 0.5 ｍLに 0.6Nリン酸を 0.5 mL加えた後、Triton-toluene
系シンチレーターを用いてカウントした。また、残りの上清 0.5 mL を Burton 法（60）による DNA
定量に用いた。蛋白合成量はµg DNA 合成量あたりの cpm で表した。 
 
2-2-5 オルニチン脱炭酸酵素（ODC）活性測定 
 オルニチン脱炭酸酵素（ODC）の活性測定は、DL-[1-14C]ornithine から遊離されてくる 14CO2
の量を測定する Otani らの方法（61）に若干の変更を加えて実施した。牛リンパ球の場合は、リ
ンパ球 3.0 x 10 7 cells（6 mL の細胞培養液）を ConA で活性化した後、指定の時間に細胞を集
めた。ともに集めた細胞はリン酸緩衝生理食塩液で洗浄した後、0.3 mL の buffer （10 mM 
Hepes-KOH、 pH7.4、0.2 mM pyridoxal phosphate、0.1 mM EDTA、2.5 mM DTT）に懸濁
した。凍結融解を 3 回繰り返すことにより細胞を破壊し、3000 x g、30 分間の遠心により、上
清を分離し、その 0.2 mL を試験管にとり、20 µL の 3.75 mM orinithine （DL-[1-14C]ornithine 
を 12.5 µCi/mL を含む）を加え、20 µL の Soluene 350 を浸み込ませたろ紙をひだ折にして試
験管上部に浮かせた。ゴム栓をして 37℃で 60 分間インキュベートした後、0.2 mL の 50% TCA
を加え、さらに 37℃で 60 分間インキュベートした。ろ紙に吸収された 14CO2を toluene 系シン
チレーター（4 g PPO、1L toluene）を用いてカウントした。上清の残りは Lowry らの方法（40）
により蛋白定量を行い、活性は蛋白あたりの cpm で表した。 
 
2-2-6 マウスに対するポリアミン合成阻害剤処理 
 ７週齡の BALB/c 雄マウスにポリアミン欠乏食（オリエンタル酵母）と水道水にて飼育した。
それぞれのポリアミン合成阻害剤は生理食塩水に懸濁し、一日の投与量（DFMO：2 g/kg/day、
EGBG：100 mg/kg/day）を半量ずつ午前９時と午後４時の 2 回に分けて４日間、腹腔内投与し
た。マウスは最終の阻害剤投与の３時間後に屠殺した。 
 
2-2-7 電子顕微鏡用サンプルの調製 
牛リンパ球（9 x 108 cells）とマウスの小腸切片は 0.1 M Sodium Cacodylate Buffer (Na(CH3)2 
AsO2 • 3H2O: pH 7.4)で溶解した 2.5％ glutaraldehyde 溶液中に浸し 4℃で 12 時間放置し、
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その後 1％OsO4 に移して室温で２時間放置することでサンプルの固定を行なった。エタノール
によって脱水を行なったサンプルを Epon 812 に組み込んで薄片のサンプルを得た。得られた極
薄切片は uranyl acetate と lead citrate の溶液で染色した。得られたサンプルは Hitachi H700H
電子顕微鏡に供した。 
 
2-2-8 ショ糖密度勾配遠心分離によるゴルジ体の調製 
Balch らの方法(62)に若干の変更を加えて、牛リンパ球とマウス小腸上皮細胞のゴルジ体を単
離した。それぞれのサンプルをホモジェネートし、たん白質として 30 mg の調整し、ショ糖密
度勾配遠心分離によって分画を得た。すべての濃度のショ糖溶液は 10 mM Tris-HCl, pH 7.4 で
調整した。ショ糖密度勾配は 2M ショ糖（2mL）、1.6M ショ糖（2mL）、1.4M ショ糖に調整し
たホモジェネート（4.5mL）、1.2M ショ糖（12mL）、0.8M ショ糖（8mL）の順に重層した。
Hitachi RPS25 の rotor で 25,000 回転、2.5 時間遠心分離し、試験管の上層から 35 滴ずつ分
画を得た。それぞれの分画の 100μL をガラクトシルトランスフェラーゼ活性の測定に供した。
たん白質量は Bradford の方法に従った（63）。 
 
2-2-9 ガラクトシルトランスフェラーゼ活性の測定 
 ガラクトシルトランスフェラーゼの活性は Morre らの方法（64）に若干の変更を加えて測定し
た。反応液（0.2mL）には以下の成分を含む： 50mM Tris-HCl, pH 7.5、2.5mM MnCl2、
0.5%Triton X-100、2.5mM N-acetylgulcosamine、0.35mM UDP-[14C]galactose、enzyme。な
お、ポリアミンの影響を見る際には 0.2mM MnCl2とし、MgCl2とポリアミンの濃度を変化させ
て測定を行なった。反応液を 37℃で 30 分間インキュベートし、100μL の 0.25M EDTA を加
えて直ちに氷冷して反応を停止させた。反応液を活性化した陰イオン樹脂である Dowex-1（1mL、
Cl―form）を充填したパスツールピペットに移し、0.8mL の蒸留水によって中性の糖を抽出した。
得られた溶液は Triton X-100 のシンチレーターで液体シンチレーションカウンターによってそ
の放射活性を測定した。精製牛乳ガラクトシルトランスフェラーゼは Sigma 社のものを使用し
た。 
 
2-2-10 ポリアミン、EGBG 及びリン脂質の測定 
 ポリアミン含量は HPLC を用いて測定した（65）。EGBG 含量の Seappanen らの方法に準じて
SAMDC 活性の抑制を尺度として測定した（66）。リン脂質はクロロホルム‐メタノール（2：1、
v/v）でゴルジ画分からリン脂質を抽出し、Morrison らの方法（67）にしたがって測定した。 
 
2-2-11 グロブリン mRNA によるタンパク合成 
 Jackson と Hunt らの方法に従って acetylphenylhydrazone の投与により貧血を起こしたウ
サギの血液からヌクレアーゼ処理した網状赤血球の溶血液を調製した（68）。グロブリン mRNA
によるタンパク合成は五十嵐らの方法に従った（69）。 
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2-2-12 [14C]スペルミジンの亜ミトコンドリア粒子への結合 
五十嵐らの方法に従って[14C]スペルミンとラット肝の亜ミトコンドリア粒子との結合を測定
した（58）。10mM Tris-HCl, pH7.5、0.5mM 酢酸マグネシウム、30mM KCl 及び 10μM[14C]
スペルミンをで平衡化した Bio-Gel P‐10 のカラム（0.5 x 11 cm）を用いた。それぞれの Buffer
には 10 または 30μM の EGBG、MGBG を添加した。亜ミトコンドリア粒子（たん白質として
500μg）を含んだ 0.3mLの bufferをカラムに供した。カラムは 4℃で上記のbufferで1mL/10min
で溶出し、５滴ずつ分画した（70）各画分の 0.2mL の溶出液を液体シンチレーションカウンター
で放射活性を測定した。 
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2-3 結果 
2-3-1 Con A による牛リンパ球の活性化 
 Con Aによって牛リンパ球を活性化したあとのDNA合成までの間に起こる現象をについて調
べた（Fig. 12）。タンパク合成が 15 時間後、RNA 合成が 25 時間後、DNA 合成が 35 時間後に
それぞれプラトーに達していた。このことからこの細胞培養系では Con A の刺激により、まず
たん白質合成が促進され、その後 RNA 合成の促進を受けて S 期に移入することが明らかになっ
た。また、たん白質合成の促進に先立って、ポリアミン生合成の律速酵素である ODC の誘導が
10 時間後に最大値に達するという現象が見られた。この ODC 活性の上昇によりポリアミン濃
度が上昇し、たん白質合成の促進につながっているものと考えられた。 
 
 
 
 
Fig. 12  Macromolecular syntheses and ODC activity in ConA stimulated lymphocytes 
Cells were cultured in the presence of HCO3- . ●, ODC activity: ○, leucine incorporation: 
▲, uridine incorporation: △, thymidine incorporation.   
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2-3-2 牛リンパ球におけるポリアミン欠乏によるゴルジ体の変化 
 DFMO と EGBG を用いて Con A によって刺激された牛リンパ球のポリアミン欠乏状態を作
製した。細胞内のプトレスシン、スペルミジン、スペルミンの含量はそれぞれコントロールに比
べて 80、65、50％の低下が見られた（Table 3）。EGBG の細胞内濃度は 3μL cell volume per mg 
protein（71）とすると、およそ 250μM であった。このような条件下によるポリアミン欠乏状態
のリンパ球ではゴルジ体の膨潤化が見られた（Fig. 13）。ミトコンドリアには特に変化は見られ
なかった。この条件下で Con A 刺激後 18 時間後にスペルミジンを添加したところ、ゴルジ体は
正常に戻っていた（Fig 13C）。現象としてはこれほど顕著ではないが、このゴルジ体の膨潤化
は DFMO 単独でも見られた（Data Not Shown）。 
 
 
Table 3: Contents of polyamines and EGBG in ConA activated bovine lymphocytes  
 
Inhibitor 
added 
Cellular levels (nmol/mg protein) 
PUT SPD SPM EGBG 
None 2.14±0.18 4.73±0.21 5.12±0.25 ― 
DFMO+ 
EGBG 
0.14±0.05 1.64±0.16 2.53±0.19 0.86±0.19 
 Values are expressed as means ±SD of three experiments 
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Fig. 13: Electron micrographs of Con A stimulated lymphocytes  
(a): Control, (b): lymphocytes treated with 5mM DFMO and 100μM EGBG, (c): lymphocytes 
treated with 5mM DFMO and 100μM EGBG and 50μM spermidine. Spermidine was added 
at 18 hr after Con A stimulation. N: nucleus, G: Golgi apparatus, P:polysome, L; lysosome, C: 
centrosome,  x 26,000. 
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2-3-3 マウス小腸上皮におけるポリアミン欠乏によるゴルジ体の変化 
 細胞培養系で生じたこれらの現象が in vivo においても起こるかどうかを確認するために
DFMO と EGBG でマウスを処理した実験を行なったところ、ポリアミンの欠乏によって小腸上
皮細胞が明らかなゴルジ体の膨潤化が見られた。細胞内のプトレスシン、スペルミジン、スペル
ミンの含量はそれぞれ正常なマウスに比べて 45、66、60％の低下が見られた（Table 4）。EGBG
の細胞内濃度はおよそ 130μM であった。DFMO 単独で処理した場合は細胞内のプトレスシン、
スペルミジン、スペルミンの濃度はそれぞれ 87、49、7％の低下が見られ、一部にゴルジ体の
膨潤化が見られた。 
 
 
Table 4: Effect of DFMO and EGBG on polyamines and EGBG contents in the epithelial cells 
of mouse small intestine 
Mouse 
Cellular levels (nmol/mg protein) 
PUT SPD SPM EGBG 
Normal 0.70±0.09 1.96±0.27 1.62±0.16 ― 
DFMO+ 
EGBG 
0.28±0.11* 0.70±0.10* 0.67±0.13* 0.42±0.11 
Five mice were used in each group. 
*P<0.01, caluculated according to Student’s t-test 
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Fig. 14 Electron micrographs of epithelial cells of small intestine from mice  
(a): normal mouse, (b): treated with DFMO and EGBG. G: Golgi apparatus; x 10,000  
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2-3-4 ポリアミン欠乏によるガラクトシルトランスフェラーゼへの影響 
 ゴルジ体の膨潤化がゴルジ体の酵素活性にどのように影響を与えているかを調べるために、リ
ンパ球のゴルジ体をホモジネートし、ショ糖密度勾配遠心分離にてゴルジ体を単離した。ゴルジ
体のマーカーエンザイムとしてガラクトシルトランスフェラーゼが知られている（72）ことから、
この酵素でゴルジ体をモニターした。Fig. 15 に各分画のガラクトシルトランスフェラーゼ活性
を示した。活性測定は2価のカチオンとしての最適条件である2.5mM MnCl2の状態で行なった。
DFMO と EGBG で処理して Con A で刺激したリンパ球におけるゴルジ体分画でのガラクトシ
ルトランスフェラーゼ活性は正常に Con A で刺激した場合における活性の約 55％に低下してい
た。ゴルジ体分画のたん白質含量で補正した活性では 30％の低下であった。また、その時のガ
ラクトシルトランスフェラーゼの非活性としては 25％の低下であった（Table 5）。ゴルジ体分
画におけるリン脂質の量はたん白質量で補正をするとポリアミン欠乏状態であっても正常の場
合とほぼ同じであった。ポリアミンは遠心分離によってゴルジ体分画から抜けてしまう可能性が
あるが、DFMO と EGBG で処理した細胞のゴルジ体分画でのポリアミン量はコントロールに比
較して非常に低下してしていた。DFMO 単独で処理したリンパ球のゴルジ体分画においても若
干ではあるがガラクトシルトランスフェラーゼの活性が低下していた（data not shown）。また、
DFMO と EGBG で処理したマウスの小腸上皮細胞から得たゴルジ体分画においても同様の結
果が得られている。 
 
Table 5: Effect of DFMO and EGBG on galactosyltransferase activity and polyamine and 
phospholipid contents in the Golgi apparatus of bovine lymphocytes 
Golgi apparatus 
N-Acetyl-lactosamine 
formed (cpm/μg 
Protein) 
Polyamine 
(nmol/mg protein) 
Phospholipid 
(μg/mg 
protein) 
PUT SPD SPM 
Con A activated  114±13 <0.01 0.22±0.05 0.38±0.07 518±34 
DFMO+ 
EGBG 
84.2±8.7 <0.01 0.04±0.02 0.13±0.04 485±29 
 For analysis of polyamine and phospholipid, 3 x 109 cells were used. The specific ativity of 
galactosyltransferase was calculated from the data of Fig. 15 and of other two independent 
experiments. Values are expressed as means ± SD of three experiments. 
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Fig. 15 Decrease of galactosyltransferase activity in polyamine-deficient lymphocytes 
The Golgi apparatus was fractioned using sucrose density gradient centrifugation and 
galactosyltransferase activity (○) was measured with 0.1mL aliquots in the presence of 
2.5mM MnCl2. (A): unstimulated lymphocytes, (B): ConA stimulated lymphocytes, (C): Con 
A stimulated lymphocytes treated with 5mM DFMO and 100μM EGBG. Protein (●) was 
measured by the method of Bradford. Arrow: Golgi apparatus. Standard error is within the 
range of 10% for each points. When Con A stimulated lymphocytes were homogenized with 
sucrose solution containing 5mM DFMO and 100μM EGBG, the behavior of the Golgi 
apparatus on sucrose density gradient centrifugation did not change significantly.   
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2-3-5 ポリアミンによるガラクトシルトランスフェラーゼ活性への影響 
 ポリアミン欠乏状態によりゴルジ体のガラクトシルトランスフェラーゼ活性にどのような影
響があるかを検討するために、Mn2＋を 0.2mM に抑えてガラクトシルトランスフェラーゼ活性
に対するポリアミンの影響を検討した（Fig. 16）。DFMO と EGBG でポリアミン欠乏状態にし
た牛リンパ球からゴルジ体分画を採取し、スペルミンまたはスペルミジンを添加したところ、生
理的なポリアミンの濃度の状態でポリアミンはガラクトシルトランスフェラーゼ活性を 2－3倍
に増強させた。ポリアミン合成阻害剤を添加しない通常の牛リンパ球から単離したゴルジ体分画
においても同様にポリアミンはガラクトシルトランスフェラーゼ活性を増強していた（data not 
shown）。また、牛ミルクから精製した市販のガラクトシルトランスフェラーゼを用いたところ、
同様にポリアミンはガラクトシルトランスフェラーゼ活性を 4－5 倍に増強させた。0.1mM～
10mM の MgCl2はこの酵素活性には影響を与えなかった。ポリアミンがラット乳腺細胞のゴル
ジ膜から得られたガラクトシルトランスフェラーゼ活性を促進するという報告がされている（73）。 
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Fig. 16 Activation of galactosyltransferase by polyamine 
In the presence of various concentrations of polyamines, galactosyltransferase assays were 
performed with Golgi membrane from polyamine-deficient lymphocytes (5 μg protein, ● 
and ○) or with purified bovine milk galactosyltransferase (0.4 μg, ▲ and △). ○ and △, 
spermine; ● and ▲, spermidine. Standard error is within the range of 10% for each point. 
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2-3-6 EGBG のたん白質合成に与える影響 
 SAMDC の合成阻害剤である MGBG [methylglyoxal bis(guanylhydrazone)] と共に EGBG
のたん白質合成に与える影響について検討した（Fig. 17）。ラットの網状赤血球を用いたグロビ
ン mRNA タンパク合成系では MGBG は顕著にタンパク合成を抑制していたが、EGBG では何
ら影響を与えていなかった。MGBG は ribosomal RNA とポリアミンの結合を阻害することに
よりたん白質合成を阻害することが明らかになっている（74）。しかしながら EGBG はこの
ribosomal RNA とポリアミンの結合を阻害せず、たん白質合成を直接阻害しないことが明らか
になった。 
 
 
 
Fig. 5 Effect of EGBG and MGBG on globin mRNA-directed protein synthesis in a rabbit 
reticulocyte cell-free system 
   , without spermidine        , with 0.3mM spermidine, 
●: no inhibitor, ▲: with 0.3mM EGBG, ○: with 0.3mM MGBG. Standard error is within 
the range of 10% for each point. 
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2-3-7 スペルミンの膜への結合に対する EGBG の影響 
 スペルミンの膜への結合に対する EGBG の影響について検討した。ゴルジ体の膜は少量であ
ることからラット肝の亜ミトコンドリア粒子を用いて実験を行なった（Table 6）。MGBG では
顕著にスペルミンの膜への結合を阻害していたが、EGBG では若干の阻害は見られたが、MGBG
ほどの阻害ではなかった。 
以上のことから、DFMO と EGBG によるゴルジ体の膨潤化は EGBG の直接の影響というよ
りはポリアミンの欠乏によるものであることが示唆された。  
 
Table 6 Effect of EGBG and MGBG on spermine binding to rat liver submitochondrial 
particles 
 
Addition 
[
14
C]SPM bound 
(nmol/mg phospholipid) 
10μM [
14
C]SPM 9.42 
10μM [
14
C]SPM + 10μM EGBG 9.51 
10μM [
14
C]SPM + 30μM EGBG 8.03 
10μM [
14
C]SPM + 10μM MGBG 9.34 
10μM [
14
C]SPM + 30μM MGBG 6.12 
 Each value was the average of duplicate determination. 
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2-4 考察 
 ポリアミンは核酸だけでなくリン脂質にも結合することから、このゴルジ体の膨潤化という現
象はポリアミン欠乏により何らかの膜の構造変化によって起こっていると考えられる。ポリアミ
ンと膜構造の変化については Mikles-Robertson らによって報告がされている（75）。彼らは
MGBG の処理によってミトコンドリアの膨潤化を観察している。彼らの報告では MGBG の細
胞内濃度は 1－2mM であり、この状態では MGBG が膜のリン脂質に結合してしまうためこの
現象が起きているものと考えられる。そのほかに 9L ラット脳腫瘍細胞において DFMO により
ミトコンドリアへの障害が報告されている（76）。DFMO は MGBG のように膜への結合がないこ
とから、この現象はポリアミンの欠乏によるものと考えられる。 
 DFMO と EGBG の併用による実験ではこれらの阻害剤が高分子合成やミトコンドリアの機
能に直接的に作用しないことから、ポリアミン欠乏状態を作成することに有用である（55,56）。こ
れはEGBGが細胞内で低濃度で効果を発揮することとEGBGが直接的に核酸やリン脂質に結合
しないことによる。この条件下でゴルジ体の膨潤化が見られ、ミトコンドリアには影響を与えて
いなかった。ゴルジ体の膨潤化は DFMO 単独でも見られた。このことからゴルジ体はほかの膜
構造と比較して最もポリアミンの影響を受けやすいものと考えられる。 
 ガラクトシルトランスフェラーゼの活性測定には 2.5mM の Mn2＋で活性が最大化しているが、 
細胞内での生理的濃度により近い 0.2mM で活性測定を行ってポリアミンの影響を見たところ、
ポリアミンがガラクトシルトランスフェラーゼの活性を増強していた。この現象は Mg2+では見
ることができなかった。このことからゴルジ体のガラクトシルトランスフェラーゼの活性にはポ
リアミンが重要な働きを持っており、ポリアミン欠乏状態のゴルジ体にもポリアミン含量が少な
かったために活性が低下しているように見えたのかもしれない。ゴルジ体の形態の変化も酵素活
性が低下するために起こる代償的反応であるかもしれない。 
 ポリアミンの膜への関与は、その核酸への関与と同様に細胞分裂において重要な役割を担って
いるのかもしれない。 
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要旨 
研究業績発表会要旨 
スペルミジン輸送系の解明とゴルジ体に対するポリアミンの役割 
神経薬物学講座(病態生化学研究室) 酒巻 善春  
 
【背景】 
ポリアミンはウイルスからヒトまであらゆる生体中に存在する生理活性アミンである。その生理作用は多岐にわ
たるが、最も重要な作用は細胞増殖促進作用である。生体内に主に見出されるポリアミンはプトレスシン（PUT）、
スペルミジン（SPD）、スペルミン（SPM）であり、大腸菌などの原核生物では PUT、SPD が、酵母、高等植
物、哺乳類などの真核生物では SPD、SPM が多く存在している。細胞増殖にポリアミンが必要であることは、
大腸菌、酵母、チャイニーズハムスター卵母細胞で分離されたポリアミン生合成酵素の欠損株の細胞増殖が培地
中へのポリアミン添加に依存する事実などから確立されてきた。 
 ポリアミンと DNA、RNA、リン脂質、ATP といった細胞内酸性成分の濃度測定およびポリアミンとこれら細
胞内酸性成分との結合定数を測定し、ポリアミンの細胞内分布をコンピューターによりシムレーションした結
果、そのほとんどが RNA と結合していることが予測された。さらに、ポリアミンが無細胞系および細胞系で蛋
白質合成を促進することや、リボソームのアセンブリーを促進することなどから、ポリアミンによる細胞増殖促
進作用は、主として蛋白質合成の促進によるものと考えられる。 
 一方、細胞にポリアミンが過剰に蓄積すると、蛋白質合成の低下に続いて ATP 量の低下が起こり、ミトコン
ドリアが損傷し、ついには細胞死にいたる。このため、細胞にはポリアミン量を調節する巧みなメカニズムが備
わっている。基本的には、細胞内のポリアミン量は生合成、分解、外部からの取り込み、そして排出によって調
節されている。 
 ポリアミンの生合成はオルニチンを出発物質とし、オルニチン脱炭酸酵素 (Ornithine decarboxylase; ODC)
により PUT が合成される。ついで、S-アデノシルメチオニンから S-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素 
(S-adenosylmethionine decarxylase; SAMDC)により S-アデノシルメチルチオプロピルアミンが作られ、そのプ
ロピルアミンが SPD 合成酵素および SPM 合成酵素によって PUT、SPD へと転移され、SPD、SPM が合成さ
れる。この生合成過程における律速酵素は ODC と SAMDC であり、両酵素はホルモンなどの刺激に応答し、転
写、翻訳、蛋白質分解のレベルで厳密に調節されている。一方その分解は、SPD、SPM が分解過程の律速酵素
である SPD/SPM N1-アセチル基転移酵素の働きにより N1-アセチル化体となり、次いでポリアミン酸化酵素に
より PUT、SPD へとそれぞれ変換される。また、SPM が SPM 酸化酵素により直接 SPD へと変換される経路
も同定されている。 
本研究では大腸菌において SPD 輸送に関与している膜貫通蛋白質の PotB 及び PotC の構造とその機能につい
て研究を行い、SPD 輸送系の全体像を解明することを目的とした。また、動物細胞においてポリアミン合成阻
害剤によるポリアミン欠乏状態において細胞組織であるゴルジ体の変化を認めたので、ポリアミンのゴルジ体に
対する影響について研究を行った。 
 
大腸菌におけるスペルミジン輸送系の解明 
【目的】 
 当研究室では大腸菌のポリアミン輸送系としてスペルミジン優先取り込み系 PotABCD、プトレスシン特異的
取り込み系 PotFGHI、プトレスシン輸送蛋白質 PotE、カダベリン輸送蛋白質 CadB、スペルミジン排出蛋白質
MdtJI の 5 種を同定している。 
スペルミジン (SPD)優先取り込み系 PotABCD は 4 種のサブユニット、ATPase の PotA、膜貫通蛋白質の PotB
及び PotC、基質結合蛋白質の PotD から成る ATPase binding cassette (ABC) トランスポーターである。現在
までに PotA の N 末端側には ATP 結合部位を含む触媒部位と PotB 結合部位が存在し、C 末端側は ATPase 活
性調節部位であることがランダム変異導入法及び部位特異的変異導入法により明らかとなっている。また PotD
は X 線結晶構造解析により、酸性アミノ酸残基である Glu、Asp 及び芳香族アミノ酸残基である Tyr、Trp が PotD
の SPD 認識に関与していることが明らかとなっている。このように、PotA 及び PotD では詳細な知見が得られ
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ているが、膜貫通蛋白質である PotB及び PotC の SPD取り込みに果たす役割はほとんど明らかとなっていない。
そこで、PotB 及び PotC の SPD 輸送活性に関与するアミノ酸残基を同定し、これらのアミノ酸残基の SPD 輸
送における機能を検討した。 
 
【結果・考察】 
ランダム変異導入法及び部位特異的変異導入法により作製した変異体の SPD 輸送活性を調べた結果、輸送活性
に強く関与するアミノ酸残基として PotBの Trp8、Tyr43、Trp100、Leu110及び Tyr261、PotCの Trp46、Asp108、
Glu169 、 Ser196 、 Glu198 及 び
Glu199 が同定された。またそのほか
に関与が認められるアミノ酸残基と
して PotB の Tyr160、Glu172 及び
Leu274、PotC の Tyr19、Tyr88、
Tyr148 、 Glu160 、 Leu195 及 び
Tyr211 が同定された。 PotB の
Tyr261 変異体では、野生型と比べ
SPD 輸送活性が大きく上昇してい
た。これらのアミノ酸残基は、主に
細胞質側及びペリプラズム側に存在
しており、PotB の Trp100 のみ膜貫
通領域に存在していた(Fig.1)。 
これらの変異体の膜蛋白質の発現量
をウェスタンブロッティング法を用
いて検討した結果、PotB の第一膜貫
通領域に存在するTrp8変異体におい
て、PotB 及び PotC の発現量が著し
く低下していた。PotB 及び PotC の生合成・分解について検討した結果、PotB の Trp8 は PotB 及び PotC 蛋白
質の合成及び膜への陥入に関与することが示唆された。 
活性アミノ酸残基の基質親和性を調べた結果、PotB の Leu110 及び Tyr261、PotC の Asp108、Asp198 及び
Asp199 の変異体の Km 値が野生型に比べて高かったことから、これらのアミノ酸残基が SPD の認識に関与す
ることが示唆された。また、PotB の Tyr43、Trp100 及び Leu110、PotC の Trp46、Asp108、Ser196 及び Asp198
の変異体では Vmax が減少していることから PotD との相互作用に関与することが示唆された。 
反転膜小胞を用いて PotA の ATPase 活性を調べた結果、PotB の Trp100 及び Tyr261、PotC の Asp108、Glu169
及び Asp198 の変異体において ATPase 活性に大きく影響しており、これらのアミノ酸残基が PotA との相互作
用に関与することが示唆された。 
以上のことから PotB の Trp100 は PotD の認識と PotA の ATPase 活性に関与、PotB の Leu110 は PotD とス
ペルミジンの認識に関与、PotB の Tyr261 はスペルミジンの認識と ATPase 活性にそれぞれ関与することが示唆
された。また、PotC の Asp108 及び Asp198 は PotD とスペルミジンの認識に関与することが示唆された。これ
らの結果から PotD を介してスペルミジンが細胞質内へ流入する過程には ATPase 活性による PotA の構造変化
を伴った反応を介していることが示唆された。 
 
ゴルジ体に対するポリアミンの役割 
【目的】 
 動物細胞を用いた実験において細胞内のポリアミンを欠乏状態にする目的でポリアミン生合成酵素阻害剤で
あ る DFMO （ α － difluoromethylornithine: ODC の 特 異 的 阻 害 剤 ） 及 び EGBG (ethylglyoxal 
bis(guanylhydrazone): SAMDC の特異的阻害剤) が用いられている。これらの阻害剤を用いることによってポ
リアミンが核酸に作用して、ある特定の蛋白質の合成を調節していることが示されている。また、ポリアミンは
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核酸ばかりではなくリン脂質にも結合することが知られている。今回、リンパ球の初代培養系において、これら
の阻害剤を用いたところゴルジ体の膨潤化という現象が観察された。そこで、ポリアミンのゴルジ体に対する影
響について検討した。 
 
【結果・考察】 
 ウシリンパ節から調製したリンパ球にマイトジェンとして
concanavalin A（ConA）を用いて細胞増殖を惹起させる初代
培養系を使用した。ポリアミン欠乏状態にさせるために培地
中に DFMO 5mM、EGBG 100μM を添加した。ConA 刺激
後 36 時間（S 期：DNA 合成期）で細胞を集め電子顕微鏡用
のサンプルを調整した（Fig.2）。ポリアミン欠乏状態により
ゴルジ体の膨潤化が顕著に見られた（Fig. 2B）。この状態で
の細胞内の PUT、SPD、SPM の濃度はそれぞれ 80％、65％、
50％の低下がみられた。ConA 刺激後 18 時間後に 50μMSPD
を添加するとこのゴルジ体膨潤化の現象は消失した（Fig. 
2C）。 
 マウス（BALB/c、オス、7 週齢）に DFMO 2g/kg/day、EGBG 
100mg/kg/day を 4 日間腹腔内投与して小腸上皮細胞の電子
顕微鏡サンプルを調製したところ、同様にポリアミン欠乏状
態によってゴルジ体の膨潤化が観察された。 
 これらの現象に関連してゴルジ体のマーカー酵素であるガ
ラクトシルトランスフェラーゼの変化について検討したとこ
ろ、ポリアミンの欠乏によってガラクトシルトランスフェラ
ーゼの活性が半減していた。このガラクトシルトランスフェ
ラーゼは生理的濃度のスペルミジン、スペルミンによって活
性が上昇することがわかった。 
 ポリアミンとリン脂質の結合にEGBGそのものが関与する
かどうか検討するためにスペルミンとリン脂質の結合を測定
したところ、EGBG はスペルミンとリン脂質の結合には影響
をあたえなかった。 
 以上のことから DFMO と EGBG によって作成されたポリ
アミン欠乏状態はゴルジ体の膨潤化を引き起こすが、この形
態学的変化から、ポリアミンがゴルジ体の構成に強く係わっ
ていることが示唆された。 
 
 
Fig. 2 
ConA 刺激後の電子顕微鏡写真：（A）Control、（B）
5mＭ DFMO+100μM EGBG 添加、（C）5mＭ Ｄ
ＦＭＯ+100μM EGBG、ConA 刺激後 18 時間後に
50μM スペルミジンを添加 N: nucleus, G: Golgi 
apparatus, P: polysome, L: lysosome, C: 
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